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略語一覧  
AP-1 Activator protein 1 
BSA Bovine serum albumin 
BUS PR-B upstream sequence 
CHX Cycloheximide 
COX-2 Cyclooxygenase-2 
DBD DNA binding domain 
DCC-FBS Dextran-coated charcoal-treated fetal bovine serum 
DMEM Dulbecco's modified Eagle’s medium  
DMSO Dimethyl sulfoxide 
DUSP1 Dual specificity phosphatase 1 
DNG Dienogest 
EIA Enzyme immuno assay 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
ERK1/2 Mitogen-activated protein kinase 1 and 3 
FBS Fetal bovine serum 
GAPDH Glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase 
HMGB1 High mobility group box 1 




IκBα NF kappaB inhibitor alpha 
LBD Ligand binding domain 
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LPS Lipopolysaccharide 
MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 
NF-κB Nuclear factor-kappa B 
NGF Nerve growth factor  
NSAIDs Non-steroidal anti-inflammatory drugs 
P4 Progesterone 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PGE2 Prostaglandin E2 
PR Progesterone receptor 
PRE Progesterone response element 
PXB Polymixin B 
Ps Progesterone および dienogest 
RLU Relative light units 
RNA Ribonucleic acid 
RT-PCR Reverse transcription-PCR 
TLR4 Toll like receptor 4 
TNF-α Tumor necrosis factor-α 
VEGF Vascular endothelial growth factor  
hTERT Human telomerase reverse transcriptase 
mPGES-1 Microsomal prostaglandin E synthase-1 
mRNA Messenger RNA 
siRNA Small interfering RNA 
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理機能を発揮する。PR は１つの PR 遺伝子配列上に存在する２箇所の翻訳
開始点からなる２種類のアイソフォーム PR-Aおよび PR-Bが知られており
（Figure 1-1）、両者はリガンドとしてのプロゲストーゲンが結合すること
によりそれぞれ異なる遺伝子群に対する発現調節作用を示す  (Jacobsen 
BM, 2012)。PR は核内受容体であり、リガンドの結合により活性化すると
標的遺伝子の上流に存在する progesterone response element（PRE）に結合
するが、PR-B の場合は標的遺伝子の転写を活性化する一方で、PR-A はそ
れ自身では標的遺伝子の転写活性化作用が弱く、さらに PR-B の転写活性
化作用を阻害することが報告されている (Vegeto E, 1993)。また、PR の細
胞内における機能については上述の PRE を介する標的遺伝子の転写活性
化以外にも、細胞内シグナル伝達機構や SP1 等の他の転写因子に対する調
節作用が報告されているが (Hagan CR, 2012)、PR アイソフォームがそれぞ
れ個別にどのような作用を示すかについての情報に乏しい（Figure 1-2）。  
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Figure 1-1 
   
FIGURE 1-1 PR 遺伝子と PR アイソフォームタンパク質  
	 PR 遺伝子には２箇所の翻訳開始点が存在し、転写翻訳されて生成される
タンパク質には PR-B と PR-A の２種類が存在する。PR-B の N 末端側 164
アミノ酸は PR-B に特有の配列であり、転写調節領域を含む。 
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Figure 1-2 
 
FIGURE 1-2 PR の作用機序  
	 PR は核内受容体であり、リガンドの結合により核内に移動すると DNA
上のプロゲステロン応答配列（progesterone response element、PRE）に結合
し標的遺伝子の転写を活性化する。この作用は主に PR-B が担い、PR-A は
作用が弱い。PR は細胞内シグナル伝達機構や転写因子に対する調節作用も
示す。 
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	 PR アイソフォームの発現比率は組織と環境で変化する。妊娠後期の子宮
筋では、妊娠期間中に PR-B 優位であった PR アイソフォームの発現比率が
PR-A 優位へと変化する。このような変化は高プロゲステロン環境で維持
されてきた妊娠状態の終了と、分娩に向けて子宮筋の収縮を誘発するため
の機構であると考えられている (Tan H, 2012)。前述の通り、PRE を介する




内膜症患者の病巣組織においては、PR-B/PR-A 発現比の低下や PR 発現量
の低下が認められることが多数報告されており、これにより病巣組織がプ
ロゲステロンに対する抵抗性を獲得するとの説が提唱されている  (Bulun 











られており (Kitawaki J, 2002)、病巣周囲では炎症反応が慢性的な亢進状態
を呈す。子宮内膜症の病巣部や腹水中では prostaglandin（PG）E2 や tumor 
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necrosis factor（ TNF） -α、 interleukin（ IL） -1β、 IL-6、 IL-8、 monocyte 
chemoattractant protein（MCP）-1、血管新生因子 vascular endothelial growth 
factor（VEGF）、神経栄養因子 nerve growth factor（NGF）などの炎症に関
連する種々の因子の増加が認められており、これらは子宮内膜症組織の炎
症反応を担い疼痛の発現に寄与することが示唆されている  (Howard FM, 
2009)。このほか病巣組織が異所性に存在することなどによる周辺組織のひ
きつれなども、末梢の神経を刺激し痛覚として中枢に伝達されることで疼
痛を引き起こすと考えられている (Howard FM, 2009)。 










(清水豊, 2012)。子宮内膜症細胞を用いた in vitro 研究から、プロゲスチン
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てさらに解析することが必要である。 




















で子宮内膜症を再現することは非常に困難であることから  (Yamanaka A, 
2012)、子宮内膜症の病巣部で起こりうる反応を推測するためにはヒト細胞
を用いた in vitro の検討が適していると考えられる。そのため本研究におけ
る薬物の作用評価では、継代培養が可能であり、安定した条件下での解析
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が行える株化細胞を用いた。本研究では、ヒト組織より採取した細胞に
human telomerase reverse transcriptase（hTERT）遺伝子を導入することによ
り不死化した、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞 (Kyo S, 2003) および不死化
ヒト子宮内膜症上皮細胞 (Bono Y, 2012) を用いた。それぞれの細胞におい
て子宮内膜症の病巣部における環境を in vitro で再現した条件下で、薬物の
子宮内膜症組織に対する直接的な作用を評価した。本研究では薬物の PR
に対する依存性を解析するため、PR 発現の認められない細胞株と、これら
の細胞株に PR 発現ベクターや PR アイソフォーム特異的発現ベクターを恒
常的に導入した PR 発現株を用いて解析を行なった。 
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2. 材料と方法  
 
2.1 被験物質および試薬  
	 Recombinant human High mobility group box 1（HMGB1）、プロゲステロン
（P4）、polymixin B（PXB）、Bay11-7082、cycloheximide（CHX）、bovine serum 
albumin（BSA）、Dulbecco's modified Eagle’s medium（DMEM）および
phosphate buffered saline（PBS）は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）よ
り購入した。Phenol red-free DMEM、fetal bovine serum（FBS）、Dextran-coated 
charcoal-treated fetal bovine serum（DCC-FBS）、Opti-MEM® I Reduced-Serum 
Medium、antibiotics、antibiotic-antimycotic mixture および L-glutamine は
Thermo Fisher Scientific Inc （ Waltham, MA, USA ） よ り 購 入 し た 。
Lipopolysaccharide（LPS） from E. coli, serotype O55:B5 は Enzo Lifesciences, 
Inc.（Farmingdale, NY, USA）より購入した。Recombinant human TNF-α お
よび recombinant human IL-1βは R&D Systems, Inc.（Minneapolis, MN, USA）
より購入した。ジエノゲスト（DNG）は Bayer Pharma AG（Berlin, Germany）
より提供されたものを使用した。 
 
2.2 細胞  
	 本研究では 2 種類の不死化ヒト子宮内膜上皮細胞株および 3 種類の不死
化ヒト子宮内膜症上皮細胞株を使用した。不死化ヒト子宮内膜上皮細胞株
として用いた EM-E6/E7/TERT は正所性子宮内膜より採取した腺上皮細胞
を不死化することにより樹立された株化細胞である (Kyo S, 2003)。本研究
ではさらに、EM-E6/E7/TERT に PR-B 遺伝子を恒常的に導入した細胞株と
して EM-PR 細胞 (Shimizu Y, 2009) を使用した。EM-E6/E7/TERT は PR 発
現が非常に低レベルであるのに対し、EM-PR では明らかな PR 発現が認め
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られることが報告されている (Shimizu Y, 2009)。また不死化ヒト子宮内膜
症上皮細胞株として用いた EMosis-CC/TERT1 は子宮内膜症患者の子宮内
膜症性嚢胞中の腺上皮細胞を不死化することにより樹立された株化細胞で
あ る  (Bono Y, 2012) 。 本 研 究 で は EMosis-CC/TERT1 の 他 、
EMosis-CC/TERT1 に PR-A と PR-B をそれぞれ特異的に発現する発現ベク
タ ー を 恒 常 的 に 導 入 し た 細 胞 株 EMosis-CC/TERT1/PRA お よ び
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+を用いた。なお、PR-B 遺伝子はその内部に
PR-A の翻訳開始点を含むことから、天然型の PR-B 遺伝子を導入した細胞
で は PR-B の み で は な く PR-A も 発 現 す る 。 そ こ で
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の作製にあたり、PR-A の開始コドンを一塩




ない。本研究ではこれらの 5 種類の細胞について 10 %の不活化済 FBS と
抗生物質（50 U/mL penicillin および 50 µg/mL streptomycin）を含む DMEM
培地にて 37 °C、95 % air / 5 % CO2 の培養条件にて継代培養を行なった。
なお、試験に供する細胞として不死化ヒト子宮内膜上皮細胞は継代数 30
まで、不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞は継代数 25 までの細胞に限定した。 
 
2.3 培養と薬物処理  
	 不死化ヒト子宮内膜細胞は継代培養中の細胞を回収し、10 %の DCC-FBS、
4 mM の L-glutamine および抗生物質を含む phenol red 不含の DMEM 培地に
懸濁した後にマルチウェル培養プレートに播種した。播種より 1 日後に培
地を取り除いた後、血清不含培地（antibiotic-antimycotic mixture を含む
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Opti-MEM® I Reduced-Serum Medium）に交換した。Toll like receptor 4（TLR4）
活性化の検討として、血清不含培地への培地交換の直後に薬物を含む培地
を 1/10 量添加し、つづいて LPS と HMGB1 を単独または混合して 37 ℃で
30 分間インキュベートすることにより作製した刺激物質溶液を添加した。
NGF 発現誘導の検討として、血清不含培地への交換より 24 時間後に、薬
物および刺激物質を含有する血清不含培地と交換した。刺激物質として、
ヒトリコンビナント TNF-α およびヒトリコンビナント IL-1β は 0.1 % BSA
含有 PBS に溶解し適宜希釈して用いた。薬物および刺激物質溶液の添加後
は 3 から 24 時間のインキュベートを実施した後に各種測定に供した。 
	 不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞の 3 次元培養系では、継代培養中の細胞
を回収し、10 %の DCC-FBS および抗生物質を含む phenol red 不含の DMEM
培地に懸濁した後、細胞低吸着処理 U 型 96 ウェルスフェロイド形成プレ
ート（住友ベークライト、東京）に 8×104 cells/well となるように播種した。
播種より 3 日後に培養上清を薬物添加培地と交換し、さらに 24 時間培養後
の細胞および培養上清を測定に供した。 
	 薬物添加培地は、薬物を Dimethyl sulfoxide（DMSO）にて溶解したのち
に培地に添加することにより調製した。細胞に添加後の薬物添加培地中に
含まれる DMSO 濃度は 0.1 %以下とした。 
 
2.4 培養上清中サイトカインの測定  
	 培養上清中のサイトカイン濃度測定は市販の測定キットを用いた。IL-8、
IL-6、MCP-1 濃度は Human IL-8 Instant ELISA kit（eBioscience, Inc., San 
Diego, CA, USA）、Human IL-6 および Human MCP-1 Immunoassay kits（R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA）により測定した。なお測定値がキットに
付属の標準溶液の下限値を下回った場合、当該検体の濃度は 0 とした。こ
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れらの培養上清中の濃度測定値は、同一培養容器内の細胞を 0.1 % NaOH
で溶解することにより得た細胞溶解液を、 Bio-Rad DC Protein Assay
（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）を用いることにより測定したタ
ンパク質濃度で補正した。また、培養上清中の NGF 濃度は、NGF Emax® 
ImmunoAssay System（Promega Corporation, Madison, WI, USA）を用いて測
定し、同一培養容器内の細胞数で補正した。 
 
2.5 RNA 抽 出 と 逆 転 写 反 応 お よ び リ ア ル タ イ ム polymerase chain 
reaction（PCR）  
	 培養後の細胞を冷却 PBS で 2 回洗浄したのち、RNeasy® Mini Kit 
（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いキットの推奨方法に従って total RNA
を 抽 出 し た 。 得 ら れ た total RNA の 濃 度 は NanoDrop ND-1000 
spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて測定した。total 
RNA からの cDNA の合成は SuperScript™ III Frst-Strand Synthesis System 
（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて実施した。8 ng の total RNA より
得られた cDNA を template とし、これに 1×TaqMan® Fast Universal PCR 
Master Mix および標的遺伝子に対するプライマープローブを添加すること
により 20 µL の PCR 反応液を調製した。リアルタイム PCR の条件として、
95 °C を 20 分間の後、95 °C を 3 sec および 60 °C を 30 sec を１サイクルと
して 40 サイクル実施した。プライマープローブは TaqMan® assay on-demand 
gene expression primer/probe sets（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用い、各
標 的 遺 伝 子 に 対 し て 用 い た ID は 以 下 の 通 り 。 TLR4 （ assay ID: 
Hs00152939_m1）、mPGES-1（assay ID: Hs01115610_m1）、COX-2（assay ID: 
Hs00153133_m1 ）、 IL-6 （ assay ID: Hs00985639_m1 ）、 IL-8 （ assay ID: 
Hs00174103_m1）、MCP-1（assay ID: Hs00234140_m1）、VEGF（assay ID: 
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Hs00900055_m1 ）、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞中 NGF （ assay ID: 
Hs00171458_m1）、不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞中 NGF（ assay ID: 
Hs01113193_m1 ）、 aromatase （ assay ID: Hs00903413_m1 ）。 な お
glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase（GAPDH）の測定では Human 
GAPDH Endogenous Control（VIC/TAMRA probe, Primer Limited）を用いた。
測定結果は ABI Sequence Detection Software, Version 1.3.1（Thermo Fisher 
Scientific Inc.）を用いて解析し、cycle threshold（Ct）値を算出した。標的
遺伝子の messenger RNA（mRNA）量は GAPDH に対する相対値として 2-ΔCt 
(target gene) を表示した。なお、ΔCt (target gene) は各検体の標的遺伝子の Ct 値
[Ct (target gene)] より同一検体の GAPDH の Ct 値[Ct (GAPDH)] を減じるこ
とにより算出しており、計算式を次に示す。ΔCt (target gene) = Ct (target 
gene) – Ct (GAPDH)。 
 
2.6 TLR4 ノックダウン  
	 EM-PR 細胞を 6×104 cells/well となるように 6 ウェル培養プレートに播種
し、一晩培養した。播種の翌日に、TLR4 small interfering RNA（siRNA）カ




siRNA カクテル（siTrio negative control）、いずれもコスモバイオ社（東京）
製を、Lipofectamine™ RNAiMAX reagent（Thermo Fisher Scientific Inc.）を
用いることによりトランスフェクションした。トランスフェクション試薬
の添加より 16~18 時間培養後に培養上清を血清不含培地と交換し、薬物お
よび刺激物質を添加した。さらに 24 時間培養後、培養上清を回収して IL-8
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濃度を測定した。また細胞より total RNA およびタンパク質を回収し、リ
アルタイム定量的 PCR にて TLR4 mRNA 発現量を測定した。さらに総タン
パク質量を Bio-Rad DC Protein Assay（Bio-Rad Laboratories）を用いて測定
し、培養上清中の IL-8 濃度を総タンパク質量で補正した。 
 
2.7 神経軸索伸長アッセイ  
	 培養上清中の NGF の活性は、Varilek ら (Varilek GW, 1995) の方法を一
部改変しラット副腎褐色細胞腫細胞（PC-12）における軸索の伸長反応を
測定することにより評価した。PC-12 細胞は DS ファーマバイオメディカ
ル株式会社（大阪）より入手した。細胞の維持は 10 % FBS および抗生物
質を含有する RPMI1640 培地中で行い、37 ℃、95 % air / 5 % CO2 の条件で
培養した。アッセイ用には、PC-12 細胞を 1 % DCC 処理済み FBS および抗
生物質を含む RPMI1640 培地にて 5×104 cells/well となるように 24-well 
collagen type IV-coated cell culture plate（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）
に播種した。播種翌日に培養上清を除去した後、EM-PR 細胞の培養上清を
1/2 容量含む OPTI-MEM® I Reduced Serum Medium（2 % DCC 処理済 FBS






2.8 Reverse transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）  
	 セミコンフルエントの細胞を冷却 PBS で 2 回洗浄したのち、RNeasy® 
Mini Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いキットの推奨方法に従って total 
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RNA を抽出した。得られた total RNA の濃度は NanoDrop ND-1000 
spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて測定した。RT-PCR
は QIAGEN OneStep RT-PCR Kit（QIAGEN）を用いキットの推奨方法に従
って実施した。用いたプライマーは以下の通り。ヒト PR-A/B 共通配列：
forward primer 5’-CCTGACACCTCCAGTTCTTTGCTGA-3’、 reverse primer 
5’-GGGATCTGCC ACATGGTAAGGCATA-3’。ヒト PR-B 特異的配列：
forward primer 5’-ACACCTTGCCTGAAGTTTCG-3’ 、 reverse primer 
5’-CTGTCCTTTTCTGGGGGACT-3’。Human housekeeping gene primer set for 
human glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase（GAPDH）（Takara Bio Inc., 
Shiga, Japan）。PCR 反応後の産物はアガロースゲル電気泳動をした後に
AE-6962FC Light Capture（ATTO corporation, Tokyo, Japan）にて撮影した。 
 
2.9 ウェスタンブロット法による PR タンパク質発現の評価  
	 不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞は直径 15 cm の培養ディッシュに
2.0×106 cells/dish となるように播種し 3 日間培養した。細胞を回収し 1 % 
phenylmethanesulphonyl fluoride、1 % protease inhibitor cocktail および 1 % 
sodium orthovanadate を添加した RIPA buffer（Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Dallas, TX, USA）にて溶解した。超音波による細胞破砕後、氷上で 30 分間
静置することにより細胞溶解液を調製した。細胞溶解液は 10000 rpm、4 ℃
で 10 分間遠心することにより得られた上清を total protein とした。10 
µg/lane の total protein を 5~20 % SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜（ATTO 
corporation）に転写した。室温で 1 時間のブロッキングを行なったのち、
一次抗体反応を一晩行なった。Tween / PBS で洗浄したのち、二次抗体反
応を室温で 1 時間行なった。再び Tween / PBS で洗浄したのち、ECL Prime 
Western blotting detection system（GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, 
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USA）を用いて検出した PVDF 膜を ImageQuant Las 4000 mini（GE Healthcare 
Life Sciences, Chicago, IL, USA）で撮影した。 
	 一次抗体として anti-PR（H-190; Santa Cruz Biotechnology, Inc.）、anti-PRB 
（C1A2; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）および anti-β-actin 
（C4; Santa Cruz Biotechnology, Inc.）を用いた。二次抗体として horseradish 
peroxidase（HRP）-linked anti-mouse IgG または HRP-linked anti-rabbit IgG
（いずれも Cell Signaling Technology）を用いた。 
 
2.10 培養上清中 PGE2 濃度の測定  
	 培養上清中の PGE2 濃度測定は PGE2 CLIA kit（Enzo Life Sciences）を用
いキットの推奨方法に従って実施した。化学発光の測定は PerkinElmer 2030 
ARVO X5 マルチラベルカウンター（PerkinElmer, Waltham, MA, USA）を
用い、数値の解析は SoftMax Pro software（Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 
USA）にて行なった。PGE2 濃度の測定値は同一ウェルの細胞を 0.1 % NaOH
に溶解することにより調製した細胞溶解液のタンパク質量で補正した。な
お細胞溶解液のタンパク質量は Bio-Rad DC Protein Assay（ Bio-Rad 
Laboratories）を用いて測定した。 
 
2.11 Nuclear factor-kappa B（NF-κB）活性の測定  
	 NF-κB 活性は NF-κB 結合配列下流にルシフェラーゼ遺伝子を配置したレ
ポーターベクターを一過性に細胞に導入し NF-κB のレポーターとしてル
シフェラーゼ活性を測定するレポーターアッセイにより実施した。EM-PR
細胞は 1.8×104 cells/well となるように 24 ウェル培養プレートに播種したの
ち一晩培養した。播種翌日に培養上清を Opti-MEM I Reduced-Serum Medium
と 交 換 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 用 試 薬 と し て 、 Opti-MEM® I 
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Reduced-Serum Medium 中で混合した Cignal™ NFκB Reporter Assay Kit 
（QIAGEN：NF-κB 応答性のホタルルシフェラーゼベクターおよび恒常的
に発現するウミシイタケルシフェラーゼベクターを含む）および
TransIT®-LT1 Transfection Reagents（Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA）を
添加した。さらに 4 時間培養後、上清を無血清培地と交換し、薬物および
刺激物質を添加した。6 時間培養後に Dual-Glo® Luciferase Assay System
（Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA）を用いてルシフェラーゼアッセ





Relative NF-κB activity（%）= sample RLU level / control RLU level × 100。 
 
2.12 統計処理  
	 結果は 3~4 実験で得られた結果の平均値±標準誤差の値または 1 実験中 5
例の平均値±標準偏差の値で示した。なおこれらの結果は別途再現性を確
認済である。統計学的な有意差は Dunnett’s test、Steel’s test 若しくは t-test
で評価し P < 0.05 を有意差ありとした。 
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り子宮内膜症における高発現が報告されている IL-8、IL-6 および MCP-1 











receptor 4（TLR4）を活性化することが報告されている (Khan KN, 2010)。
TLR4 はリガンドによる刺激を受けて活性化することで様々な炎症性メデ
ィエーターの産生を亢進することが知られており、子宮内膜症患者の腹水
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中に増加が認められている IL-6、IL-8、MCP-1 も TLR4 活性化により産生
亢進する炎症性メディエーターである (Guijarro-Muñoz I, 2014)。 
	 これらのことから、子宮内膜症における炎症性メディエーターの産生に
は TLR4 の活性化が関与すると考えられる。近年の研究により、ある種の
細胞では、LPS 単独の刺激のみで TLR4 を活性化することが不能であるこ
とがわかっている。例えば、LPS 単独の刺激で子宮内膜間質細胞の TLR4
活性化が認められるものの、子宮内膜上皮細胞で TLR4 は活性化せず、同
細胞の TLR4 活性化には LPS と CD14 の併用が必要であったとの報告がな





において想定される TLR4 活性化の共刺激物質として、High-mobility group 
box 1（HMGB1）は LPS との協調作用により TLR4 の活性化を誘発するこ
とが報告されている内因性の分子である (Qin YH, 2009)。HMGB1 は DNA
結合タンパク質として健康な細胞の核内に局在するタンパク質であるが、
炎症組織で起こるネクローシスなどの非アポトーシス性の細胞死において
細胞外に漏出し、組織の炎症を亢進することが知られている  (Park JS, 
2006)。子宮内膜症組織では高度の炎症と細胞傷害が起こっており (Howard 
FM, 2009)、HMGB1 の細胞外への漏出が起こっていると想定される。 
	 本研究では、子宮内膜症における TLR4 の活性化とそれに対するプロゲ
ストーゲンの作用について評価する目的で、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞
に対する LPS および HMGB1 の刺激を行うことにより子宮内膜症の病巣部
における環境を in vitro で再現することを試みた。また刺激下の細胞におけ
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るジエノゲストまたはプロゲステロン添加による影響を評価した。 
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3-1 不死化ヒト子宮内膜上皮細胞における TLR4 活性化の検討  
 
	 TLR4 は、LPS や HMGB1 などの細胞外からの刺激により活性化され細
胞内シグナルを活性化することで IL-8 などの炎症性メディエーターの産
生を誘導する。本研究で、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞 PR発現株（EM-PR） 
に対する、LPS 1~100 ng/mL および HMGB1 10~1000 ng/mL のそれぞれに
よる単独刺激で、EM-PR における IL-8 産生は影響を受けなかったが、
HMGB1 10~1000 ng/mL を LPS 1 ng/mL と併用添加すると IL-8 産生は有意
に増加した（Figure 3-1）。さらに同細胞で、LPS 1 ng/mL と HMGB1 100 
ng/mL の併用添加による IL-8 産生は、これらを含む刺激物質溶液の熱処理
による HMGB1 不活性化と、LPS アンタゴニストである polymixin B による
前処理によって、それぞれ減弱することが確認できた（Figure 3-2）。した
がって、LPS と HMGB1 の併用添加による IL-8 産生は、２種の刺激物質が
協働して TLR4 を活性化することによるものと考えられた。以上より本研
究では、TLR４活性化を誘導する刺激として、LPS 1 ng/mL および HMGB1 
100 ng/mL の併用添加（以降は LPS/HMGB1 と記載）を用いることとした。  




FIGURE 3-1	 EM-PR の HMGB1 または /および LPS 刺激による IL-8 産
生  
	 HMGB1 または/および LPS による刺激 24 時間後の EM-PR 細胞培養上清
中の IL-8 濃度。結果は 3 実験の平均値±標準誤差で示す。溶媒添加群に対
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Figure 3-2 
 
FIGURE 3-2	  LPS/HMGB1 による IL-8 産生における熱処理および
polymixin B 併用添加の影響  
	 溶媒（Blank と表示）または LPS/HMGB1 を添加し 24 時間後の EM-PR
細胞培養上清中の IL-8 濃度。LPS（培養液中の最終濃度は 1 ng/mL）と
HMGB1（100 ng/mL）は混合したのちに 37 ℃で 30 分間以上インキュベー
トしたものを細胞に添加した。 Control 群ではインキュベート後の
LPS/HMGB1 混合液を細胞にそのまま添加した。Heat 群ではインキュベー
ト後の LPS/HMGB1 混合液をさらに 95 °C で 1 時間の熱処理をしたのちに
細胞に添加した。PXB 群では polymixin B （1 mmol/L）をインキュベート
前の LPS/HMGB1 混合液に添加し、Control 群と同様にインキュベートした
後に細胞に添加した。結果は 3 実験の平均値±標準誤差で示す。Control 群
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3-2 炎症性メディエーター産生に対する Ps の作用  
 
	 次に TLR4 活性化に対する Ps の作用を評価するため、TLR4 活性化の指
標として前項で測定した IL-8 に加え、子宮内膜症患者の腹水中で濃度の上
昇が認められており、TLR4 活性化により産生が亢進することが知られて
いる IL-6 や MCP-1 について評価を実施した。EM-PR において、LPS/HMGB1
による刺激 24 時間後に採取した培養上清中の IL-8、IL-6、MCP-1 の各サイ
トカイン濃度は刺激により上昇した。これに対し、ジエノゲストは 10-8 
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FIGURE 3-3	 IL-8、 IL-6 および MCP-1 の産生に対する Ps の作用    
	 EM-PR に対する LPS/HMGB1 添加の後、ジエノゲスト（DNG）およびプ
ロゲステロン（P4）をそれぞれ表示の濃度となるように添加した。添加 24 
時間後に細胞培養上清を回収し IL-8 濃度（A）、IL-6 濃度（B）および MCP-1
濃度（C）を測定した。溶媒添加のみの群を Blank、また LPS/HMGB1 添加
のみの群を Control と表示する。LPS および HMGB1 の培養液中の最終濃度
は 1 ng/mL および 100 ng/mL である。結果は 3 実験の平均値±標準誤差で示
す。Control 群に対して有意差が認められた群を#（t-test における P 値が 0.05
以下）または*（Dunnett’s test における P 値が 0.05 以下）で明示する。 
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3-3 TLR4 発現に対する Ps の作用  
 
	 TLR4 リガンド LPS/HMGB1 による IL-8、IL-6、MCP-1 の産生が Ps によ
り抑制されたことから、TLR4 活性化による炎症性メディエーターの産生
を Ps が抑制することが示唆された。TLR4 リガンドは、TLR4 の発現量を
増加させ、TLR4 応答性を増強する作用があることが報告されている (Li H, 
2007)。そこで本研究では、TLR4 リガンドの添加により TLR4 の発現量が
変動するか否かについて、TLR4 の遺伝子発現を mRNA 量で評価すること
により検討した。EM-PR 細胞において、TLR4 mRNA は LPS/HMGB1 によ
り有意に増加し、本作用は刺激物質溶液の熱処理および polymixin B の前
処理で減弱したことから、LPS/HMGB1 が協働して TLR4 の発現を増加さ
せたと考えられた。これは培養上清中の IL-8 濃度の評価で認められた変化
と類似していた。そこで Ps の作用についても評価するため、Ps を併用添
加した後の TLR4 mRNA についても同様に評価した。EM-PR 細胞に Ps お
よび LPS/HMGB1 を添加して 6 時間後 TLR4 mRNA は、ジエノゲスト 10-8 
mol/L 以上およびプロゲステロン 10-9 mol/L 以上の濃度で、Ps を添加しな
い刺激のみの群に比し有意に低下した（Figure 3-4）。 
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Figure  3-4 
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FIGURE 3-4  TLR4 の mRNA 発現に対する Ps の作用  
	（A）溶媒（Blank と表示）または LPS/HMGB1 を添加し 6 時間後の EM-PR
細胞中の TLR4 mRNA 量。LPS と HMGB1 は混合したのちに 37 ℃で 30 分
間以上インキュベートしたものを細胞に添加した。Control 群ではインキュ
ベート後の LPS/HMGB1 混合液をそのまま細胞に添加した。Heat 群ではイ
ンキュベート後の LPS/HMGB1 混合液をさらに 95 °C で 1 時間の熱処理を
したのちに細胞に添加した。PXB 群では polymixin B をインキュベート前
の LPS/HMGB1 混合液に添加し、Control 群と同様にインキュベートした後
に細胞に添加した。（B）EM-PR に対する LPS/HMGB1 添加の後、ジエノゲ
スト（DNG）およびプロゲステロン（P4）をそれぞれ表示の濃度となるよ
うに添加した。添加 6 時間後に EM-PR 細胞中の TLR4 mRNA 量を測定し
た。（A および B）溶媒添加のみの群を Blank、また LPS/HMGB1 添加のみ
の群を Control と表示する。LPS、HMGB1 および polymixin B の培養液中
の最終濃度は 1 ng/mL、100 ng/mL および 1 mmol/L である。結果は 3 実験
の平均値±標準誤差で示す。Control 群に対して有意差が認められた群を#
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3-4 TLR4 発現量が IL-8 産生に及ぼす影響の検討  
 
	 LPS/HMGB1 は、EM-PR における IL-8、IL-6 および MCP-1 の産生と TLR4 
mRNA を増加させた。また、ジエノゲストおよびプロゲステロンの添加は
LPS/HMGB1 による反応を抑制した。また評価した４項目のすべての指標
において、ジエノゲストは 10-8 mol/L 以上、プロゲステロンは 10-9 mol/L 以
上で有意な作用が確認された。本研究で測定した炎症性メディエーターは
すべて TLR4 活性化により産生が亢進することが知られている分子である
ため、Ps による TLR4 発現の低下がこれらの炎症性メディエーターの濃度
低下の一因であると考えられた。そこで TLR4 発現量の変化が IL-8 産生に
どのように影響するかを検討するため、TLR4 をノックダウンした。EM-PR
細胞に対する LPS/HMGB1 刺激において、TLR4 に特異的な siRNA を導入
することにより、TLR4 mRNA の低下が認められた（Figure 3-5A）。TLR4 
mRNA 量が刺激なしの群よりも低レベルであった 0.1 nmol TLR4 siRNA 導
入群では、培養上清中の IL-8 濃度でも有意な抑制が認められた（Figure 
3-5B）。一方で、TLR4 に対する siRNA 効果を示さない scrambled siRNA の
導入では、TLR4 mRNA 量に変化は認められず、培養上清中の IL-8 濃度も
影響されなかった（Figure 3-5AB）。以上のことから、EM-PR 細胞における
TLR4 の発現量は IL-8 産生量に影響することが示唆された。しかし 0.1 nmol 
TLR4 siRNA 導入群では、TLR4 mRNA が刺激なし群に比し低レベルであ
ったにもかかわらず、培養上清中の IL-8 濃度は刺激なし群に比し高レベル
であった。したがって LPS/HMGB1 刺激による IL-8 産生の増加は、TLR4
発現量の増加と、既存の TLR4 活性化による IL-8 産生能の増加の両方が関
わっていると考えられる。 
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FIGURE 3-5  EM-PR における TLR4 siRNA 導入の影響  
	 EM-PR に TLR4 siRNA または scrambled siRNA を導入したのち
LPS/HMGB1 刺激し、24 時間後の細胞内 TLR4 mRNA 濃度（A）および培
養上清中 IL-8 濃度（B）を測定した。Scrambled siRNA は TLR4 に対するノ
ックダウン効果を示さない非特異的な siRNA を使用した。Blank 群として
溶媒のみの添加群および Control 群として LPS/HMGB1 刺激のみを実施し
た群には siRNA を含まないトランスフェクション溶液を使用した。結果は
4 実験の平均値±標準誤差で示す。Control 群に対して有意差が認められた
群を#（t-test における P 値が 0.05 以下）または*（Dunnett’s test における P
値が 0.05 以下）で明示する。 
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3-5 TLR4 の活性および遺伝子発現に対する Ps の作用機序  
 
	 LPS/HMGB1 による IL-8 産生と TLR4 mRNA 発現の増加に対する Ps の抑
制作用は、EM-PR 細胞で認められた作用である。Ps は細胞内に発現する
PR の活性化を介して作用を発揮するとされているため、本研究で認められ
た Ps の作用も PR 活性化によるものと考えられる。そこで EM-PR の親細
胞株であり、PR の発現がほとんど消失している不死化ヒト子宮内膜上皮細
胞株 EM-E6/E7/TERT を用いて同様に検討した。EM-E6/E7/TERT において
LPS/HMGB1 は、添加 24 時間後における培養上清中の IL-8 産生と TLR4 
mRNA 発現を増加させたが、本細胞でジエノゲスト 10-7 mol/L またはプロ
ゲステロン 10-7 mol/L の添加による抑制作用は認められなかった（Figure 
3-6）。したがって、EM-PR 細胞で認められた Ps による IL-8 産生抑制作用
および TLR4 発現抑制作用は、PR を介する作用であることが示唆された。 
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Figure 3-6 
 
FIGURE 3-6  EM-E6/E7/TERT における LPS/HMGB1 刺激と Ps の作用  
	 EM-E6/E7/TERT 細胞に対し LPS/HMGB1 刺激を行なった。ジエノゲスト
（DNG 10-7 nmol/L）またはプロゲステロン（P4 10-7 nmol/L）は LPS/HMGB1
刺激の直後に添加した。各薬物添加の 24時間後に培養上清中 IL-8濃度（A）
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3-6 考察  
 
	 本研究では、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞に対する LPS と HMGB1 の併
用による炎症刺激が同細胞における IL-8 産生を増加させた。LPS および
HMGB1 はいずれも TLR4 のアゴニストとして知られており、両者の併用
による共刺激が TLR4 の活性化を誘導することも報告されている。IL-8 の
産生増加を起こす炎症刺激は IL-1β や TNF-α によるものなど種々が報告さ
れているが、TLR4 活性化もその一つである。さらに本研究で siRNA の導
入により TLR4 発現を抑制したところ、同細胞における IL-8 産生も抑制さ
れた。これらのことから、LPS と HMGB1 の併用による炎症刺激でおこる
IL-8 産生は、TLR4 の活性化によるものと考えられる。 
	 本研究で不死化ヒト子宮内膜上皮細胞における IL-8 産生は、LPS と
HMGB1 の二種の TLR4 アゴニストのそれぞれの単独刺激では増加しなか
った。また、LPS と HMGB1 の併用刺激において、熱処理した LPS/HMGB1
混合液および polymixin Bによる前処理後の LPS/HMGB1混合液は細胞にお
ける IL-8 産生を増加させなかった。熱処理はタンパク質である HMGB1 の
活性を消失させるため、また polymixin B は LPS のアンタゴニストである
ため、これらの処理をした LPS/HMGB1 混合液は LPS および HMGB1 のそ
れぞれ単独の活性しか示さない。本研究では LPS と HMGB1 の併用刺激の
場合でのみに IL-8 産生の増加が確認されたことから、LPS と HMGB1 は両
者が協働することで不死化ヒト子宮内膜上皮細胞の IL-8 産生を増加させ
たと考えられる。既に初代子宮内膜上皮細胞において、LPS による単独刺
激は TLR4 を活性化しないことが報告されており (Hirata T, 2005)、本研究
で同様の反応が再現された。Hirata らの報告で TLR4 の活性化には共刺激
物質として CD14 の併用が必要であるとしており、これは外腔に接するこ
  41 
とで常に外来抗原に晒されている上皮細胞が容易に抗原刺激に反応するこ
と防ぎ、炎症発生などの異常時に適切な作用を示すことができるようにす
るための機構である可能性が想定されている (Hirata T, 2005)。HMGB1 は
正常細胞において核内に局在する核タンパク質であるが、ネクローシスな
どの非アポトーシス性細胞死で細胞内構造が破壊された場合に細胞外に漏
出する (Park JS, 2006)。これまでに HMGB1 はリウマチや肝炎などの炎症
性疾患と関連することが見出されており  (Albayrak A, 2010; Allhorn S, 
2008; Kokkola R, 2002)、子宮内膜症においても、HMGB1 が病態の進展と関




組織周囲の LPS と協働して病巣細胞の TLR4 を刺激することにより、炎症
性サイトカインの産生を誘導することが想定される。 
	 本研究では不死化ヒト子宮内膜上皮細胞に対する LPS と HMGB1 の併用
刺激により、TLR4 遺伝子発現の増加も認められた。TLR4 遺伝子発現につ
いても IL-8 産生の場合と同様に、LPS または HMGB1 の単独刺激や、熱処
理 し た LPS/HMGB1 混 合 液 お よ び polymixin B に よ る 前 処 理 後 の
LPS/HMGB1 混合液では、処理後の細胞における TLR4 遺伝子発現が増加
しなかった。したがって TLR4 遺伝子発現の増加についても、LPS および
HMGB1 が協働したことによるものであると考えられる。TLR4 の発現は、
IL-8 と同様に様々な炎症刺激で誘導されることが知られている。本研究で
TLR4 アゴニストによる TLR4 活性化で TLR4 遺伝子発現が増加したことか
ら、TLR4 の活性化は IL-8 などの炎症性サイトカインの産生を誘導するの
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みならず、TLR4 自体の発現を増加させることにより細胞の炎症刺激に対
する反応性を増大させ、細胞の炎症反応を増強すると考えられる。 
	 本研究で不死化ヒト子宮内膜上皮細胞に Ps を添加することにより、
LPS/HMGB1 刺激で誘導される IL-8 産生および TLR4 遺伝子発現が抑制さ
れた。PR アゴニストによる IL-8 産生抑制作用および TLR4 発現抑制作用
については乳がん細胞などの他の細胞種で既に報告されているが、子宮内
膜上皮細胞における Ps の作用としては本研究が初めての報告である。本研
究で Ps による IL-8 産生と TLR4 遺伝子発現の抑制作用が認められたのは、
PR を発現する EM-PR 株においてのみで、PR の発現が低レベルである
EM-E6/E7/TERT 株では Ps による抑制作用が認められなかった。また
EM-PR 株ではプロゲステロンおよびジエノゲストの両者が同様に IL-8 産
生と TLR4 遺伝子発現を抑制しており、プロゲステロンの作用が 10-9 mol/L
以上で認められている一方で、ジエノゲストの作用は 10-8 mol/L 以上で認
められた。これは、in vitro における両 Ps の PR 活性化作用（PR 活性化能
の ED50 はプロゲステロンが 0.8~0.4 nmol/L、ジエノゲストが 10.5~3.4 
nmol/L (Sasagawa S, 2008)）の乖離と類似していた。したがって、Ps の IL-8
産生抑制作用および TLR4 遺伝子発現抑制作用は、Ps が EM-PR 細胞に発
現する PR を活性化したことによるものであると考えられた。 
	 子宮内膜症の腹水中では、種々の炎症性サイトカインが正常レベルより
高濃度に認められることが報告されている (Howard FM, 2009)。また子宮
内膜症患者の腹水中に TLR4 アゴニストの流入が示唆されており、腹腔マ
クロファージにおける TLR4 の活性化は IL-6 や TNF-αの産生を増加させる
ことが報告されている (Khan KN, 2008)。したがって、子宮内膜症の病巣
部位で TLR4 活性の亢進が起こっており、これが炎症性サイトカインの増
加とそれによる病巣組織の増大および疼痛症状の発現に寄与することが考




とにより明らかにした Ps の PGE2 産生抑制作用が、初代子宮内膜症間質細
胞で同様に認められたことが報告されている (Yamanaka K, 2012)。EM-PR
における PGE2 産生抑制作用は PR に依存的であることが認められており、
上述の初代子宮内膜症間質細胞では PR が発現することが確認されている。
つまり、PR を介する Ps の PGE2 産生抑制作用は、正所性子宮内膜細胞と
子宮内膜症細胞で同様に発揮された。本研究で明らかにした Ps の TLR4 に
対する抑制作用も PR を介する作用であったことから、PR を発現する子宮
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3-7 小括  
 
	 本研究で、不死化ヒト子宮内膜上皮細胞において、LPS または HMGB1
のいずれかの単独刺激は炎症性サイトカイン IL-8 の産生を誘導しないが、
LPS と HMGB1 の併用による TLR4 活性化刺激は TLR4 の遺伝子発現およ
びそれによる IL-8 の産生を誘導した。また、LPS と HMGB1 の併用刺激は
不死化ヒト子宮内膜上皮細胞における IL-6 や MCP-1 の各炎症性サイトカ
インの産生も誘導した。さらに Ps は PR を介して、LPS と HMGB1 の併用
刺激により誘導される TLR4 発現と、IL-6、IL-8、MCP-1 の各炎症性サイ
トカインの産生を抑制し、Ps は TLR4 活性化による反応を抑制した。子宮
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と考えられている (Triolo O, 2013)。神経栄養因子 NGF は、末梢神経に作
用し、また末梢神経の軸索伸長を促して痛覚に対する反応性を増大する 
(Pezet S, 2006)。近年、子宮内膜症の病巣において NGF の高発現と神経の
増生が報告されるようになり (Anaf V, 2002; Tokushige N, 2006; Tokushige 
N, 2008; Tokushige N, 2009)、NGF と子宮内膜症性疼痛との深い関わりが注
目されつつある。子宮内膜症における NGF の産生誘導機序は明らかでない
が、NGF は IL-1β や TNF-α などの炎症性サイトカインによる細胞刺激で産
生が亢進することが報告されている (Scuri M, 2010; Seidel MF, 2010)。子宮
内膜症の病巣部位ではこれらの炎症性サイトカインの濃度が上昇している
ことから (Howard FM, 2009)、これらが子宮内膜症における NGF 産生増加
の一因であると考えられる。 
	 ジエノゲストは、子宮内膜症患者の疼痛症状を緩和する効果が高頻度に
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内膜症性疼痛に対する薬理作用機序として、NGF に対する Ps の作用を評
価した。本研究では子宮内膜症における NGF 産生誘導刺激として想定され
る TNF-α および IL-1β を刺激物質として不死化ヒト子宮内膜上皮細胞に添
加することにより、子宮内膜症の病巣部で起こりうる環境を再現した条件
下で NGF の発現と Ps の作用を評価した。  
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4-1 炎症性サイトカインによる NGF mRNA 発現に対する影響  
 
	 子宮内膜症の病巣で高発現が認められている TNF-α および IL-1β が、子
宮内膜上皮細胞における NGF 発現にどのように影響するかを検討するた
め、本研究で不死化ヒト子宮内膜上皮細胞 PR 発現株（EM-PR）に、TNF-α
または IL-1β をそれぞれ添加した。添加 24 時間後の EM-PR 細胞における
NGF mRNA 発現量を測定したところ、TNF-α 1 ng/mL 以上または IL-1β 1 
ng/mL 以上の添加により、NGF 発現量の有意な増加が認められた（Figure 
4-1）。したがって、本研究で NGF 発現に対する Ps の作用を評価するにあ
たり、TNF-α 1 ng/mL および IL-1β 1 ng/mL をそれぞれ細胞に対する炎症刺
激として用いることとした。 
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Figure 4-1 
 
FIGURE 4-1	 EM-PR における TNF-α または IL-1β の刺激による NGF 
mRNA 発現量に対する影響  
	 TNF-α または IL-1β による刺激 24 時間後の EM-PR 細胞における NGF 
mRNA 発現量。結果は 3 実験の平均値±標準誤差で示す。溶媒添加群（Blank
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4-2 NGF mRNA 発現に対する Ps の作用  
 
	 TNF-αおよび IL-1βのそれぞれにより刺激した EM-PR 細胞にジエノゲス
トまたはプロゲステロンを添加することにより、Ps による作用を評価した。
TNF-α（1 ng/mL）による NGF mRNA 量の増加は、ジエノゲスト 10-8 mol/L
以上またはプロゲステロン  10-9 mol/L 以上により有意に抑制された
（Figure 4-2A）。また、IL-1β（1 ng/mL）による NGF mRNA 量の増加は、
ジエノゲスト 10-9 mol/L 以上またはプロゲステロン 10-9 mol/L 以上により
有意に抑制された（Figure 4-2B）。Ps による抑制作用は炎症性サイトカイ
ンによる刺激 3時間後より認められ、24時間後まで持続した（Figure 4-2CD）。	 	  
	 さらに、Ps による NGF mRNA 発現抑制作用が、PR を介する作用である
か否かを評価する目的で、EM-PR 細胞と同様の検討を PR の発現量が非常
に低レベルである親細胞株（ EM-E6/E7/TERT）を用いて実施した。
EM-E6/E7/TERT 細胞においても、TNF-α 1 ng/mL または IL-1β 1 ng/mL によ
る刺激で NGF mRNA 発現の増加が認められた。しかしながら本細胞では、
ジエノゲスト 10-7 mol/L またはプロゲステロン 10-7 mol/L の添加による、
NGF mRNA 発現の低下は認められなかった（Figure 4-2E）ことから、Ps
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FIGURE 4-2	 NGF mRNA 発現に対する Ps の作用  
	 （A-D）EM-PR 細胞の培養液中に表示の薬物を添加し培養後の NGF 
mRNA 発現量。A および B は薬物添加より 24 時間後の NGF mRNA 発現量
を示す。C および D は経時的な NGF mRNA 発現量の変化を示す。TNF-α、
IL-1β、ジエノゲスト（DNG）およびプロゲステロン（P4）の培養液中の最
終濃度は 1 ng/mL、 1 ng/mL、 10-7 mol/L、 10-7 mol/L である。（ E）
EM-E6/E7/TERT 細胞の培養液中に表示の薬物を添加し 24 時間培養後の
NGF mRNA 発現量。 
	 （A-E）Blank として溶媒のみ添加した群、Control として TNF-α または
IL-1β による刺激のみで Ps を添加しない群を示す。結果は 3 実験の平均値
±標準誤差で示す。Control 群に対して有意差が認められた群を#（t-test に
おける P 値が 0.05 以下）または*（Dunnett’s test における P 値が 0.05 以下）
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4-3 NGF の活性および NGF 蛋白質産生に対する Ps の作用  
 
	 つづいて NGF タンパク質の活性をラット副腎褐色細胞腫細胞 PC-12 に
おける神経突起伸長活性を指標に検討した。炎症性サイトカインおよび Ps
を EM-PR 細胞に添加し、24 時間培養後に採取した培養上清を PC-12 に暴
露した。TNF-α 1 ng/mL または IL-1β 1 ng/mL による刺激群の細胞培養上清
で増加した PC-12 細胞の神経突起伸長反応は、ジエノゲスト 10-7 mol/L お
よびプロゲステロン  10-7 mol/L 添加群の細胞培養上清で抑制された
（Figure 4-3AB）。さらに、培養上清中の NGF 濃度においても、TNF-α 1 
ng/mL または IL-1β 1 ng/mL による増加と、ジエノゲスト 10-7 mol/L および
プロゲステロン 10-7 mol/L による抑制が認められた（Figure 4-3CD）。 
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Figure 4-3 
A                                  B 
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FIGURE 4-3  ラット副腎褐色細胞腫細胞 PC-12 における神経突起伸
長活性および NGF タンパク質発現量に及ぼす Ps の作用  
	 表示の薬物で処理し 24 時間培養後の EM-PR 細胞培養上清を回収し、上
清中の PC-12 における神経突起伸長活性（A および B）および NGF タンパ
ク質濃度（C および D）を測定した。EM-PR 細胞に添加したジエノゲスト
（DNG）およびプロゲステロン（P4）の培養液中濃度はいずれも 10-7 mol/L
である。Blank として溶媒のみ添加した群、Control として TNF-α または
IL-1β による刺激のみで Ps を添加しない群を示す。A および B は 3 実験の
平均値±標準誤差、C および D は 4 実験の平均値±標準誤差で示す。Control
群に対して有意差が認められた群を#（t-test における P 値が 0.05 以下）で
明示する。 
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4-4 Ps の作用標的に関する検討  
 
	 上記により、Ps が NGF の発現を抑制することが明らかとなった。また、
Ps による NGF mRNA 発現抑制作用は、炎症性サイトカインおよび Ps の添
加 3 時間後の早期より認められる作用であるため、Ps は炎症性サイトカイ
ンによる NGF 産生誘導の情報伝達経路に対して直接的な抑制作用を示す
可能性が考えられる。しかし一般的に知られている Ps の作用は PR 活性化
によるプロゲステロン応答遺伝子の転写活性化であり、遺伝子転写に対す
る抑制的な作用ではない。そこでジエノゲストの NGF mRNA 発現抑制作
用が、二次的な蛋白質発現を介するか否かを評価するため、ジエノゲスト
添加時に蛋白質合成阻害剤であるシクロヘキシミドを併用して検討した。 
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FIGURE 4-4  タンパク質合成阻害薬シクロヘキシミドの影響  
	 TNF-α（1 ng/mL、A）または IL-1β（1 ng/mL、B）による刺激下の EM-PR
細胞にジエノゲスト（DNG、10-7 mol/L）を添加した。タンパク質合成阻害
薬シクロヘキシミド（CHX）は表示の濃度となるように添加した。薬物の
添加より 3 時間後の細胞における NGF mRNA 発現量を測定し、結果を 4
ウェルの抑制率（% of inhibition）の平均値±標準誤差で示した。抑制率の
算出は次式に従った。% of inhibition＝−［（検体の mRNA 量）−（刺激のみ
群の mRNA 量平均値）］÷［（刺激のみ群の mRNA 量平均値）−（溶媒のみ
群の mRNA 量平均値）］× 100。CHX 添加なし群に対する有意差なし
（Dunnett’s test）を NS と明示した。 
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ン TNF-α および IL-1β の添加は NGF の発現を誘導した。TNF-α や IL-1β は
NGF の発現を誘導する作用が報告されている炎症性サイトカインであり、
子宮内膜症の腹水中における濃度の上昇が認められている。子宮内膜症に
おける NGF の発現誘導機序は明らかとされていないが、NGF の発現は子
宮内膜症組織中の腺上皮の近傍で特に多いことが報告されており 
(Tokushige N, 2006)、病巣部周辺に高濃度で存在する炎症性サイトカインが
病巣組織における NGF の産生誘導の一因である可能性が想定される。 
	 TNF-αおよび IL-1βは EM-PR 細胞において、NGF mRNA 量のみならず、
NGF タンパク質の活性を示す PC-12 細胞の軸索伸長活性、および NGF タ
ンパク質量のいずれに対しても増加作用を示した。したがって、TNF-α お
よび IL-1β による NGF 発現量の増加は NGF mRNA 量の増加に起因するも
のと考えられる。EM-PR 細胞では、NGF mRNA 量、PC-12 細胞の軸索伸長
活性および NGF タンパク質量のいずれにおいても Ps による抑制作用が認
められた。またこれらに対する Ps の抑制作用は、TNF-α および IL-1β の２
種類の NGF 誘導物質のいずれの場合でも認められた。さらに NGF mRNA
発現量の経時的な変化から、TNF-α および IL-1β により誘導される NGF 
mRNA はこれらの NGF 誘導物質添加の 3 時間後にピークを迎え、その後 9
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時間後まで mRNA 量は低下していたが、Ps の添加は NGF mRNA 発現量が
ピークとなる 3 時間後の時点から抑制効果を示していた。これらのことか
ら、NGF に対する Ps の作用標的が、TNF-α および IL-1β による NGF mRNA
発現誘導シグナルそのものであると推察される。 
	 Ps の NGF mRNA 発現抑制作用は、 PR 発現が低レベルである
EM-E6/E7/TERT 細胞で認められなかった。したがって本作用は PR に依存
的な作用であると考えられる。PR を介するプロゲストーゲンの作用として、
第一に PR がプロゲステロン応答遺伝子のプロモーター領域中に存在する
PRE に結合して遺伝子の転写を活性化することが考えられる  (Hagan CR, 
2012)。本研究における Ps の NGF 発現に対する抑制作用は遺伝子の転写活
性化とは逆の作用であったことから、PRE 下流に存在し、Ps により転写活
性化を受けた何らかの遺伝子産物であるタンパク質が NGF 遺伝子の発現








が寄与する可能性が示唆されている (Horie S, 2005)。また、PR は NF-κB
や Activator protein 1（AP-1）などの炎症性転写因子に対して抑制的に作用
することが報告されている  (Dai D, 2003; Hardy DB, 2006; Kalkhoven E, 
1996)。さらに NGF の遺伝子発現に NF-κB や AP-1 が関与することが報告
されている (Freund-Michel V, 2008)。これらのことから、Ps によって活性
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化された PR がこれらの炎症性転写因子に対する抑制作用を示すことで、
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4-6 小括  
 
	 本研究において、IL-1β または TNF-α は子宮内膜上皮細胞における NGF
の発現および活性を亢進した。また Ps は PR を介して IL-1β または TNF-α
によるこれらの作用を抑制した。これまでに、プロゲステロン投与後のげ
っ歯類において子宮組織中の NGF 発現が変化するとの報告があるが、プロ
ゲステロンによる作用は本結果と相反していた (Bjorling DE, 2002; Shi Z, 
2006)。また、プロゲスチンとエストロゲンの併用投与後の子宮内膜症患者















胞の他に表層上皮と腺上皮を形成する上皮細胞が含まれる  (Kitawaki J, 
2002)。一方、子宮内膜症細胞は正所性の子宮内膜細胞と異なる性質を示す
ことが報告されており、PR アイソフォームの発現比率も異なることが示唆
されている (Bulun SE, 2015)。 
	 これまでの検討結果より、Ps は子宮内膜上皮細胞において、TLR4 を抑
制することにより IL-6、IL-8、MCP-1 の産生を抑制した。また NGF 産生を
抑制した。これらは PR を介する作用であった。Ps は子宮内膜上皮細胞に
おいて、PR を介して PGE2 産生と aromatase 発現を抑制することが報告さ
れている (Shimizu Y, 2011)。さらに Ps は初代子宮内膜症間質細胞において
VEGF や IL-8 に対する抑制作用を示すことが報告されている  (Okada H, 
2011; Horie S, 2005)。これらの検討では、正所性のヒト子宮内膜上皮細胞
より樹立した不死化ヒト子宮内膜上皮細胞株または初代ヒト子宮内膜症間
質細胞を用いているが、子宮内膜症上皮細胞における Ps の作用は不明であ
る（Table I）。  
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Table I 
 
TABLE I 子宮内膜症増悪因子に対する Ps の作用  
	 ↓；当該細胞において Ps による抑制作用が認められている因子。NT；
当該細胞において Ps の作用に関する報告がない因子。*；本研究で Ps の作
用を報告した因子。 
1) (Horie S, 2005) 
2) (Yamanaka K, 2012) 
3) (Okada H, 2011) 





IL-6 NT ↓* 
IL-8 ↓1) ↓* 
MCP-1 NT ↓* 
COX-2 ↓2) ↓4) 
mPGES-1 ↓2) ↓4) 
PGE2 ↓2) ↓4) 
NGF NT ↓* 
VEGF ↓3) NT 
Aromatase ↓2) ↓4) 
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	 TLR4 や NGF、Cyclooxygenase（COX）-2 や mPGES-1 を含む数種の炎症
関連因子は子宮内膜症の腺上皮細胞やその近傍で高い発現が認められてお





難であることから in vitro の評価が難しく、子宮内膜症上皮細胞を用いた研
究はほとんどなされていない。新たに樹立された不死化ヒト子宮内膜症上
皮細胞株  (Bono Y, 2012) は不死化することにより継代培養が可能となっ























いことから PR 陰性の細胞として用いられ、人為的に PR 遺伝子を導入する
ことで目的の PR アイソフォームのみを発現する細胞を作製可能である。
そこで本研究では、不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞を親株として、PR-A
および PR-B の各 PR アイソフォームを特異的に発現する２種類の細胞株を
作製し、これらを用いることとした。 
	 本研究では、スフェロイドと呼ばれる三次元の細胞塊を形成することに




体組織の反応を再現しやすいと考えられている (Nath S, 2016)。以前の研究
で、子宮内膜上皮細胞および子宮内膜症間質細胞のスフェロイドは平面培
養に比し高濃度の PGE2 を産生することが明らかとなっている (Shimizu Y, 
2011; Yamanaka K, 2012)。また、子宮内膜症細胞を用いたスフェロイド形
成は子宮内膜症組織における反応を in vitro で再現する有用なツールであ
るとの報告がなされていることから (Brueggmann D, 2014)、スフェロイド
形成を用いる本法は、子宮内膜症病巣部における反応を in vitro で評価する
適切な方法であると考えられる。   
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(Bono Y, 2012)。本研究で PR-A および PR-B のそれぞれの PR アイソフォ
ームの作用を明らかにするために、EMosis-CC/TERT1 に PR-A 遺伝子およ
び変異型 PR-B 遺伝子を導入することにより、PR-A および PR-B をそれぞ
れ 特 異 的 に 発 現 す る 細 胞 株 （ EMosis-CC/TERT1/PRA お よ び
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+）を作製した。PR-B 遺伝子はその配列中に
PR-A 遺伝子配列全長を有し、その配列前方に PR-A の翻訳開始点が存在す
ることから、天然型の PR-B 遺伝子を導入した細胞は PR-B と PR-A の両方
を発現する。そのため、本研究では PR-A の開始コドン ATG を一塩基置換
することにより、PR-A の翻訳が行われない変異型 PR-B 遺伝子を用いた。 
	 これらの細胞において PR mRNA 発現の有無を評価した。対照として、
PR-A および PR-B を共に発現するヒト乳腺腫瘍細胞株 T-47D を用いた。
PR-A と PR-B に共通の配列に対するプライマーを用いた RT-PCR では、
EMosis-CC/TERT1/PRA および EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の両細胞株で
T-47D と同じ位置にバンドを認めた。しかし EMosis-CC/TERT1 ではバンド
を認めなかった。PR-B に特異的な配列に対するプライマーを用いた
RT-PCR では、EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+で T-47D と同じ位置にバンド
を認めた。一方で EMosis-CC/TERT1 および EMosis-CC/TERT1/PRA ではバ
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ンドを認めなかった（Figure 5-1A）。したがって、EMosis-CC/TERT1/PRA は
PR-A mRNA の み を 発 現 し PR-B mRNA を 発 現 し な い こ と 、 ま た
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+は PR-B mRNA を発現することが明らかとな
った。 
	 PR-A mRNA はその配列の全長が PR-B mRNA に含まれるため、RT-PCR
のみでは PR-B の特異的な発現を評価することができない。そのため両タ
ンパク質の分子量の違いを利用して、ウェスタンブロッティングによるバ
ンド位置から PR-A と PR-B の発現特異性を評価した。PR-A と PR-B を共
に認識する PR 抗体を用いたウェスタンブロッティグでは、T-47D 細胞に 2
本のバンドを認め、下側のバンドが分子量の小さい PR-A であり、上側の
バンドが分子量の大きい PR-B であると考えられた。これらの２本のバン
ドは EMosis-CC/TERT1 で認められず、EMosis-CC/TERT1/PRA では下側の
バンドのみが認められた。EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+では上側のバンド
のみが認められた。さらに PR-B に特異的な抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングでは、T-47D 細胞に 1 本のバンドを認め、これが PR-B である
と 考 え ら れ た 。 こ の バ ン ド は EMosis-CC/TERT1 お よ び
EMosis-CC/TERT1/PRA で 認 め ら れ な か っ た が 、
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+でバンドが認められた（Figure 5-1B）。これ
らのことから、EMosis-CC/TERT1/PRA は PR-A を発現し PR-B を発現しな
いこと、また EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+は PR-B を発現し PR-A を発現
しないことが確認された。EMosis-CC/TERT1 は PR-A と PR-B の両方の発
現が認められず、PR の発現が消失していると考えられる。 
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FIGURE 5-1 細胞プロファイル  
	 （A）各細胞における PR アイソフォーム遺伝子の mRNA 発現を reverse 
transcription - polymerase chain reaction（RT-PCR）で評価した。PR-A/B は
PR-A と PR-B の両 PR アイソフォームの共通配列に対するプライマーを用
いており、PR-A と PR-B の両方の mRNA 発現を示す。PR-B は PR-B に特
異的な配列に対するプライマーを用いており、PR-B mRNA の発現を示す
が PR-B mRNA を 発 現 し な い 細 胞 で バ ン ド は 認 め ら れ な い 。
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）は内部標準として評価
した。（B）各細胞における PR タンパク質発現をウェスタンブロットで評
価した。最上段は PR-A と PR-B をともに検出する抗体を用いており、低分
子側に PR-A のバンドが、高分子側に PR-B のバンドが認められる。中段は
PR-B のみを検出する抗体を用いており、PR-B を発現する細胞のみにバン
ドが認められる。最下段のβ-actin は内部標準として評価した。（A および
B）T-47D 細胞は PR-A と PR-B の両者を発現するためポジティブコントロ
ールとして用いた。 
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5-2 PGE2 産生に対する PR アイソフォームの機能  
 
	 前 項 に よ り 、 EMosis-CC/TERT1/PRA お よ び
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+がそれぞれ PR-A および PR-B を特異的に発
現することが明らかとなったことから、これらの細胞株のスフェロイドに
Ps を添加することにより、PGE2 産生に対する Ps の作用を検討した。その
結果、EMosis-CC/TERT1/PRA と EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の両細胞株
において、ジエノゲスト 10-7 mol/L およびプロゲステロン 10-7 mol/L は
COX-2 mRNA と mPGES-1 mRNA の発現および PGE2 の産生を有意に抑制
した（Figure 5-2）。一方で、PR 発現が認められない EMosis-CC/TERT1 で
は COX-2 mRNA と mPGES-1 mRNA の発現および PGE2 の産生に対するジ
エノゲスト 10-7 mol/L とプロゲステロン 10-7 mol/L の作用が認められな
かった（Figure 5-3）。したがって、COX-2 と mPGES-1 の mRNA 発現およ
び PGE2 産生に対する Ps の作用は、PR-A および PR-B の両 PR アイソフォ
ームを介すると考えられた。
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FIGURE 5-2 PR アイソフォーム発現細胞における PGE2 産生に対する
Ps の作用  
	 EMosis-CC/TERT1/PRA および EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の両細胞を
スフェロイド形成プレートに播種することによりスフェロイドを作製した。
各細胞にジエノゲスト（DNG 10-7 mol/L）およびプロゲステロン（P4 10-7 
mol/L）を添加し 24 時間培養した。Control として溶媒のみの添加群を同様
に作製した。培養後の細胞より mRNA を回収し、COX-2（A および B）お
よび mPGES-1（C および D）の mRNA 発現量を real-time PCR にて評価し
た。また、培養上清中の PGE2 濃度を enzyme immuno assay（EIA）にて評
価した（E および F）。結果は 5 検体の平均値±標準偏差で示した。Control








FIGURE 5-3 EMosis-CC/TERT1 における PGE2 産生に対する Ps の作用  
	 EMosis-CC/TERT1 細胞をスフェロイド形成プレートに播種することに
よりスフェロイドを作製したのち、ジエノゲスト（DNG 10-7 mol/L）およ
びプロゲステロン（P4 10-7 mol/L）を添加し 24 時間培養した。Control とし
て溶媒のみの添加群を同様に作製した。培養上清中の PGE2 濃度を EIA に
て評価した（A）。また培養後の細胞より mRNA を回収し、COX-2（B）お
よび mPGES-1（C）の mRNA 発現量を real-time PCR にて評価した。結果
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5-3 炎症性サイトカイン産生に対する PR アイソフォームの機能  
 
	 続いて、Ps が PR を介して抑制作用を示すことが明らかとなっている炎
症性サイトカインとして、IL-6、IL-8、MCP-1、VEGF、NGF について同様
に評価した。EMosis-CC/TERT1/PRA と EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の両
細胞株において、ジエノゲスト  10-7 mol/L およびプロゲステロン  10-7 
mol/L は IL-6、IL-8、MCP-1、VEGF、NGF の各 mRNA 発現を有意に抑制
した（Figure 5-4）。一方で、EMosis-CC/TERT1 ではジエノゲスト 10-7 mol/L
とプロゲステロン 10-7 mol/L の作用が認められなかった（Figure 5-5）。し
たがって、IL-6、IL-8、MCP-1、VEGF および NGF の各 mRNA 発現に対す
る Ps の作用は、PR-A および PR-B の両 PR アイソフォームを介する作用で
あると考えられた。 
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Control P4DNG Control P4DNG
Control P4DNG Control P4DNG
G
I
EMosis-CC/TERT1/PRA  EMosis-CC/TERT1/ PRA-/PRB+
H
J
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FIGURE 5-4 PR アイソフォーム発現細胞における炎症性サイトカイン
の mRNA 発現に対する Ps の作用  
	 EMosis-CC/TERT1/PRA および EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の両細胞を
スフェロイド形成プレートに播種することによりスフェロイドを作製した。
各細胞にジエノゲスト（DNG 10-7 mol/L）およびプロゲステロン（P4 10-7 
mol/L）を添加し 24 時間培養した。Control として溶媒のみの添加群を同様
に作製した。培養後の細胞より mRNA を回収し、IL-6（A および B）、IL-8
（C および D）、MCP-1（E および F）、VEGF（G および H）および NGF（I
および J）の mRNA 発現量を real-time PCR にて評価した。結果は 5 検体の
平均値±標準偏差で示した。Control 群に対して有意差が認められた群を*
（Dunnett’s test における P 値が 0.05 以下）で明示する。 
 
  










































Control P4DNG Control P4DNG
Control P4DNG
















































































  80 
FIGURE 5-5 EMosis-CC/TERT1 における炎症性サイトカインの mRNA
発現に対する Ps の作用  
	 EMosis-CC/TERT1 細胞をスフェロイド形成プレートに播種することに
よりスフェロイドを作製したのち、ジエノゲスト（DNG 10-7 mol/L）およ
びプロゲステロン（P4 10-7 mol/L）を添加し 24 時間培養した。Control とし
て溶媒のみの添加群を同様に作製した。培養後の細胞より mRNA を回収し、
IL-6（A）、IL-8（B）、MCP-1（C）、VEGF（D）および NGF（E）の mRNA
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5-4 Aromatase 発現に対する PR アイソフォームの機能  
 
	 子宮内膜症組織の増殖を担うエストロゲンの産生酵素である aromatase
に つ い て も 同 様 に 評 価 し た 。 EMosis-CC/TERT1/PRA と
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の両細胞株において、aromatase mRNA はジ
エノゲスト 10-7 mol/L およびプロゲステロン 10-7 mol/L により有意に抑制
された（Figure 5-6AB）。一方で、EMosis-CC/TERT1 ではジエノゲスト 10-7 
mol/L とプロゲステロン  10-7 mol/L の作用が認められなかった（Figure 
5-6C）。したがって、aromatase mRNA 発現に対する Ps の作用も、PR-A お
よび PR-B の両 PR アイソフォームを介する作用であると考えられた。 
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FIGURE 5-6 Aromatase の mRNA 発現に対する Ps の作用  
	 細胞をスフェロイド形成プレートに播種することによりスフェロイドを
作製した。各細胞にジエノゲスト（DNG 10-7 mol/L）およびプロゲステロ
ン（P4 10-7 mol/L）を添加し 24 時間培養した。Control として溶媒のみの添
加群を同様に作製した。培養後の細胞より mRNA を回収し、aromatase の
mRNA 発現量を real-time PCR にて評価した。EMosis-CC/TERT1/PRA（A）、
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+（B）および EMosis-CC/TERT1（C）の各細
胞における結果は 5 検体の平均値±標準偏差で示した。Control 群に対して
有意差が認められた群を*（Dunnett’s test における P 値が 0.05 以下）で明
示する。 
  
  84 












に子宮内膜癌細胞でも認められており、長期間の in vitro 培養で PR 発現が
低減または消失することが報告されている (Möbus V, 1993)。そこで本研究
では、EMosis-CC/TERT1 細胞において PR 発現が消失したことを利用して、
本細胞を PR 陰性の細胞株として用いた。さらに EMosis-CC/TERT1 細胞に
PR-A 特異的発現遺伝子または PR-B 特異的発現遺伝子を導入して PR-A ま




	 上記 3 種の細胞株を用いて評価した結果、Ps は PR-A を特異的に発現す
る EMosis-CC/TERT1/PRA お よ び PR-B を 特 異 的 に 発 現 す る
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+の 2 株において、PGE2 産生と COX-2、
mPGES-1、IL-6、IL-8、MCP-1、NGF、VEGF および aromatase の mRNA 発
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現 を 抑 制 し た 。 Ps に よ る こ れ ら の 作 用 は PR を 発 現 し な い
EMosis-CC/TERT1 細胞で認められなかった。したがって、それぞれの評価
因子で認められた Ps による抑制作用は、PR-A および PR-B の両 PR アイソ
フォームに依存的な作用であり、PR-A または PR-B のいずれかの発現のみ
で発揮できる作用であると考えられた。 
	 前述の通り、子宮内膜症の病巣部では PR アイソフォーム発現比率の変
化が認められている。本研究で評価した因子の全てにおいて、Ps の作用が
PR-A および PR-B の両方の PR アイソフォームで認められたことから、こ
れらの因子に対する Ps の作用は標的細胞における PR 発現比率の変化に影
響されないことが期待できる。 
	 本研究で検討した多くの子宮内膜症増悪因子では、Ps の添加による抑制
の程度が EMosis-CC/TERT1/PRA に比し EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+で
より強く認められる傾向であった。このことから PR-A と PR-B のそれぞれ
を介する作用では作用強度の違いが生じる可能性が想定できる。しかし本
研究では、それぞれの細胞における PR 発現量は厳密なコントロールをし
ていないため、 EMosis-CC/TERT1/PRA における PR-A 発現分子数と
EMosis-CC/TERT1/PRA-/PRB+における PR-B 発現分子数に差異が生じてい




全てにおいて、PR-A および PR-B の両 PR アイソフォームによって抑制作
用が認められた。リガンドにより活性化された PR-B は細胞核内で DNA 上
の PRE に結合し標的遺伝子の発現を調節するが、PR-A はこの作用がほと
んど機能しないことが知られている。このような片方の PR アイソフォー
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5-6 小括  
 
	 本研究で Ps は PR-A と PR-B のいずれかを発現する不死化ヒト子宮内膜
症上皮細胞において、PGE2 産生と COX-2、mPGES-1、IL-6、IL-8、MCP-1、
NGF、VEGF および aromatase の mRNA 発現を抑制した。Ps によるこれら
の子宮内膜症増悪因子に対する産生抑制作用は PR を発現しない親細胞株




る (Tan H, 2012)。しかし子宮内膜症上皮細胞を用いて、複数の子宮内膜症












	 PR-A および PR-B は PRE を介する PR 標的遺伝子の転写活性化において、
相反する作用を示すことが報告されている (Vegeto E, 1993)。PR-A と PR-B
はプロゲステロン反応遺伝子上に存在する PRE に同様に結合するが、PR-A
は PR-B に存在する 3 つの転写活性化領域のうちの一つを欠くことから、
PR-B に対するドミナントネガティブ型のリプレッサーとして PR-B の転写
活性化能を阻害することが示唆されている。実際に PRE 領域を介す転写活
性化能は、PR-B に比し PR-A で弱いことが株化細胞を用いたレポーターア
ッセイで明らかとされている (Vegeto E, 1993)。さらに、PR-A はコアクチ
ベーターを PR-B と競合することにより、PR-B による遺伝子転写活性化を
阻害する可能性も想定されている。 
	 本研究で Ps による抑制作用が認められた因子は、いずれも PR-A および
PR-B のそれぞれの活性化で同様に抑制された。したがってこれらの因子に
対する抑制作用は PRE を介する PR アイソフォームの遺伝子転写活性化作
用とは異なる機序が関係することが考えられる。これまでに、リガンドに
よる活性化を受けた PR の細胞内機能として、PRE を介した遺伝子転写活
性化の他に遺伝子の転写を抑制する機能が報告されている。これに関して
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COX-2 があるが、T47D ヒト乳癌細胞株における COX-2 遺伝子の発現抑制
作用が、PR-A と PR-B の両方の PR アイソフォームに依存したことから、
NF-κB の活性化抑制作用については PR-A と PR-B が同じ作用を示す可能性
が報告されている (Hardy DB, 2006)。したがって、本研究で認められた Ps
の子宮内膜症増悪因子発現抑制作用においても、NF-κB などの炎症性転写
因子が関与する可能性が想定される。 
	 本研究では Ps の子宮内膜症増悪因子発現抑制作用の分子機序を解析す
るにあたり、種々の炎症性サイトカインの発現誘導を担う TLR4 に対する
Ps の作用に焦点を当て、Ps による TLR4 発現抑制作用の分子機序を検討し
た。TLR4 は、活性化により炎症性転写因子 NF-κB を活性化し種々の遺伝
子発現を誘導することが報告されている (Kawai T, 2007)。また、TLR4 の
プロモーター領域には NF-κB の結合配列が存在し、TLR4 自体も NF-κB に
より転写調節を受けることが知られている (Bonin CP, 2013)。これらのこ
とから NF-κB に着目し分子機序の検討を行なった。 
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6-1 TLR4 に対する Ps の発現抑制作用機序  
 
	 子宮内膜上皮細胞における TLR4 の発現誘導に対する NF-κB の関与を検
討するため、EM-PR 細胞の LPS/HMGB1 による刺激において、NF-κB の活
性化阻害剤である Bay11-7082 を添加した。 EM-PR 細胞において、
LPS/HMGB1 による刺激 6 時間後に TLR4 mRNA の増加が認められたが、
Bay11-7082 10-6 mol/L の併用により、TLR4 mRNA の増加は有意に抑制され
た（Figure 6-1A）。したがって、LPS/HMGB1 による TLR4 mRNA の増加は
NF-κB に依存的であると考えられた。そこで NF-κB の活性を、NF-κB の結
合配列を含むレポーターベクターを用いたレポーターアッセイにより評価
した。その結果、NF-κB 活性は LPS/HMGB1 による刺激 6 時間後に増加が
認められ、その作用は Bay11-7082 10-6 mol/L の添加により抑制された。
LPS/HMGB1 による刺激に対する NF-κB 活性の増加は、ジエノゲスト 10-7 
mol/L およびプロゲステロン 10-7 mol/L の添加においても、有意な抑制が
認められた（Figure 6-1B）。これらのことから、Ps による TLR4 発現抑制作
用は NF-κB の活性化抑制によるものと考えられた。  
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FIGURE 6-1  TLR4 の遺伝子発現に対する NF-κB の関与と Ps の作用  
	 （A）EM-PR に LPS/HMGB1 刺激したのち NF-κB 阻害薬 Bay11-7082 を
添加して 6時間培養した。培養後の TLR4 mRNA発現量をリアルタイム PCR
にて測定した。結果は 5 検体の平均値±標準誤差で示した。Control 群に対
して有意差が認められた群を#（t-test における P 値が 0.05 以下）または*
（Dunnett’s test における P 値が 0.05 以下）で明示する。 




度は 10-7 mol/L、10-7 mol/L および 10-6 mol/L である。結果は Control 群に対
する相対値を 4 実験の平均値±標準誤差で示した。Control 群に対して有意
差が認められた群を#（t-test における P 値が 0.05 以下）または*（Steel’s test
における P 値が 0.05 以下）で明示する。 
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6-2 考察  
 
	 TLR4 の遺伝子発現を制御することが報告されている転写制御因子の一
つに NF-κB が挙げられる。本研究で EM-PR 細胞において、NF-κB 活性化
阻害剤である Bay11-7082 が LPS/HMGB1 の併用刺激による TLR4 mRNA 発
現誘導を抑制したことから、LPS/HMGB1 の併用刺激は NF-κB の活性化を
介して TLR4 の遺伝子発現を誘導したことが示唆された。これまでに、プ
ロゲステロンが PR を介して NF-κB を抑制することが報告されている。ま
た electrophoretic mobility shift assay 法を用いた検討により、EM-PR 細胞を
スフェロイド培養することによって促進される NF-κB の標的遺伝子への
結合を Ps が抑制することは既に報告しており、この結果から Ps による
COX-2 と mPGES-1 の発現抑制と PGE2 の産生抑制の分子機序が NF-κB 活




る NF-κB 活性化が Ps によって抑制された。これらのことから、Ps による
TLR4 発現抑制作用は NF-κB 活性化抑制を介する作用であることが示唆さ
れた。プロゲステロンにより活性化した PR は NF-κB による遺伝子転写活
性化を複数の機序で抑制することが報告されている。これまでに PR は
NF-κB の活性化抑制分子である NF kappaB inhibitor alpha（IκBα）の発現誘
導やプロテアソームによる IκBα の分解阻害を示すほか、NF-κB に直接結
合することなどにより NF-κB の活性化や DNA への結合を阻害することが
示唆されている。さらに PR は dual specificity phosphatase 1（DUSP1）の発
現誘導を介して mitogen-activated protein kinase 1 and 3（ERK1/2）のリン酸
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化を抑制し、NF-κB の核内への移行を抑制することが報告されている (Wu 
SP, 2017)。本研究で用いた子宮内膜上皮細胞においても、Ps による TLR4
発現抑制作用が PR を発現する EM-PR においてのみ認められ PR 低発現株
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Figure 6-2 
 
FIGURE 6-2  プロゲストーゲンの推定作用機序  
	 LPS と HMGB1 は TLR4 を活性化することにより TLR4 遺伝子の発現を誘
導し IL-8、IL-6、MCP-1 の産生を増加させる。TLR4 遺伝子の発現誘導には
NF-κB 活性化が原因として挙げられ、プロゲステロンおよびジエノゲスト
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	 本研究で行なった Ps の分子機序に関する検討は EM-PR 細胞でのみであ
り、子宮内膜症上皮細胞における検討は実施しなかった。したがって、前
章で不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞のスフェロイド培養における各種遺伝
子の mRNA 発現に対して Ps が抑制作用を示した際に、EM-PR 細胞で認め
られた場合と同様の NF-κB 活性化抑制作用が関与しているか否かは明ら





皮細胞においては EM-PR 細胞の場合と同様に、Ps が NF-κB の活性化を抑
制すると考えられる。 
	 前章で、不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞において認められた子宮内膜症
増悪因子発現抑制作用は、PR-A と PR-B の両アイソフォームに共通した作
用であった。PR-A と PR-B が相反する作用を示すことが知られている PRE
を介する遺伝子転写活性化とは異なり、PR による NF-κB の抑制作用は、
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6-3 小括  
 
	 本研究で、EM-PR 細胞の LPS/HMGB1 刺激による TLR4 発現誘導機序に
関する検討から、Ps が PR を介して NF-κB の活性化を抑制することが示唆
された。本結果から、不死化ヒト子宮内膜症上皮細胞における子宮内膜症
増悪因子の発現に対する Ps の抑制作用が、PR-A および PR-B の両 PR アイ
ソフォームに共通する作用であった理由の一つに、Ps が両 PR アイソフォ
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7. 総論  
 
	 本研究において、Ps は炎症性の刺激下における子宮内膜上皮細胞の
TLR4 活性化と NGF 産生増加に対する抑制作用を示した。また Ps は子宮










細胞で検証されており、TLR4 や NF-κB の活性化に対するプロゲステロン




子宮内膜症組織における NGF 発現を抑制する可能性が報告されている 
(Tokushige N, 2009)。さらに炎症関連因子の遺伝子発現に対する PR アイソ
フォームの作用として、子宮筋細胞において、プロゲステロンの NF-κB 活
性化抑制作用は PR-A と PR-B の両方の PR アイソフォームに依存すると報
告されている (Hardy DB, 2006) 一方で、PR-B は炎症性サイトカインの遺
伝子発現を抑制するが、PR-A は誘導作用を示し PR-B の抑制作用を阻害す
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細胞で初めて、プロゲストーゲンの TLR4 および NGF に対する抑制作用を
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Figure 7-1  
FIGURE 7-1  子宮内膜症上皮細胞おけるプロゲストーゲンの推定作
用機序  
	 本研究では初めて炎症刺激下の子宮内膜症上皮細胞において、PR-A お
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	 PR-A および PR-B のそれぞれを特異的に発現する子宮内膜症上皮細胞株
で認められた Ps の子宮内膜症増悪因子抑制作用は、ジエノゲストおよびプ
ロゲステロンでともに 10-7 mol/L の用量で認められている。ジエノゲスト
における本濃度は、ジエノゲストを子宮内膜症に対する治療用量（2 mg/day）












たプロゲストーゲンの薬理作用は全て PR を介しており、PR の発現が低レ
ベルであった場合にはこれらの薬理作用も減弱する可能性が想定される。
しかしながら臨床においてジエノゲスト投与患者では投与後の子宮内膜症
組織中 PR-B 発現の増加が認められることが報告されている  (Hayashi A, 
2012)。また継続的なジエノゲストの投与により、ジエノゲストに対して有
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	 本研究では、Ps が PR-A と PR-B の両方を介して子宮内膜症増悪因子の







えられる。本研究では、NF-κB 以外の転写因子に対する Ps の作用は明らか
とならなかったが、NGF では AP-1 を含む他の転写因子による転写活性化
も報告されており、NF-κB 以外の経路を介したプロゲストーゲンの転写制
御機構が存在する可能性も想定される。AP-1 は NF-κB と同様に、PR によ
る抑制作用が報告されている転写因子である。本研究で Ps は IL-1β または
TNF-α による刺激に対する NGF 発現誘導をほぼ完全に抑制したことから、
Ps が NF-κB のみならず、AP-1 等の他の転写因子の活性をも抑制する可能
性が考えられる。プロゲストーゲンの作用は転写因子に対する抑制作用の
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らのプロゲストーゲンの作用には PR による NF-κB 活性化抑制作用が関与






  104 
8. 引用文献  
 
Albayrak A, Uyanik MH, Cerrah S, Altas S, Dursun H, Demir M, Uslu H. Is 
HMGB1 a new indirect marker for revealing fibrosis in chronic hepatitis and a 
new therapeutic target in treatment? Viral Immunol., 2010, 23(6):633-8. 
 
Allhorn S, Böing C, Koch AA, Kimmig R, Gashaw I. TLR3 and TLR4 expression 
in healthy and diseased human endometrium. Reprod Biol Endocrinol., 2008, 
6:40. 
 
Anaf V, Simon P, El Nakadi I, Fayt I, Simonart T, Buxant F, Noel JC. 
Hyperalgesia, nerve infiltration and nerve growth factor expression in deep 
adenomyotic nodules, peritoneal and ovarian endometriosis. Hum Reprod., 2002, 
17(7):1895-900. 
 
Bjorling DE, Beckman M, Clayton MK, Wang ZY. Modulation of nerve growth 
factor in peripheral organs by estrogen and progesterone. Neuroscience., 2002, 
110(1):155-67. 
 
Bonin CP, Baccarin RY, Nostell K, Nahum LA, Fossum C, de Camargo MM. 
Lipopolysaccharide-induced inhibition of transcription of tlr4 in vitro is reversed 
by dexamethasone and correlates with presence of conserved NFκB binding sites.  
Biochem Biophys Res Commun., 2013, 432(2):256-61. 
 
Bono Y, Kyo S, Takakura M, Maida Y, Mizumoto Y, Nakamura M, Nomura K, 
  105 
Kiyono T, Inoue M. Creation of immortalised epithelial cells from ovarian 
endometrioma. Br J Cancer., 2012, 106(6):1205-13. 
 
Brueggmann D, Templeman C, Starzinski-Powitz A, Rao NP, Gayther SA, 
Lawrenson K. Novel three-dimensional in vitro models of ovarian endometriosis. 
J Ovarian Res., 2014, 7:17. 
 
Bruner-Tran KL, Herington JL, Duleba AJ, Taylor HS, Osteen KG. Medical 
management of endometriosis: emerging evidence linking inflammation to 
disease pathophysiology. Minerva Ginecol., 2013, 65(2):199-213. 
 
Bulun SE, Monsivais D, Kakinuma T, Furukawa Y, Bernardi L, Pavone ME, 
Dyson M. Molecular biology of endometriosis: from aromatase to genomic 
abnormalities. Semin Reprod Med., 2015, 33(3):220-4.  
 
Bulun SE, Cheng YH, Yin P, Imir G, Utsunomiya H, Attar E, Innes J, Julie Kim J. 
Progesterone resistance in endometriosis: link to failure to metabolize estradiol. 
Mol Cell Endocrinol., 2006, 248(1-2):94-103. 
 
Chang DS, Hsu E, Hottinger DG, Cohen SP. Anti-nerve growth factor in pain 
management: current evidence. J Pain Res., 2016, 9:373-83. 
 
Chishima F, Hayakawa S, Yamamoto T, Sugitani M, Karasaki-Suzuki M, Sugita 
K, Nemoto N. Expression of inducible microsomal prostaglandin E synthase in 
local lesions of endometriosis patients. Am J Reprod Immunol., 2007, 
  106 
57(3):218-26. 
 
Crosignani P, Olive D, Bergqvist A, Luciano A. Advances in the management of 
endometriosis: an update for clinicians. Hum Reprod Update., 2006, 
12(2):179-89. 
 
Dai D, Litman ES, Schonteich E, Leslie KK. Progesterone regulation of 
activating protein-1 transcriptional activity: a possible mechanism of 
progesterone inhibition of endometrial cancer cell growth. J Steroid Biochem 
Mol Biol., 2003, 87(2-3):123-31. 
 
Freund-Michel V, Frossard N. The nerve growth factor and its receptors in 
airway inflammatory diseases. Pharmacol Ther., 2008, 117(1):52-76. 
 
Guijarro-Muñoz I, Compte M, Álvarez-Cienfuegos A, Álvarez-Vallina L, Sanz L. 
Lipopolysaccharide activates Toll-like receptor 4 (TLR4)-mediated NF-κB 
signaling pathway and proinflammatory response in human pericytes. J Biol 
Chem., 2014, 289(4):2457-68. 
 
Hagan CR, Daniel AR, Dressing GE, Lange CA. Role of Phosphorylation in 
Progesterone Receptor Signaling and Specificity. Mol Cell Endocrinol., 2012, 
357(1-2): 43-9. 
 
Hardy DB, Janowski BA, Corey DR, Mendelson CR. Progesterone receptor plays 
a major antiinflammatory role in human myometrial cells by antagonism of 
  107 
nuclear factor-kappaB activation of cyclooxygenase 2 expression. Mol 
Endocrinol., 2006, 20(11):2724-33. 
 
Hayashi A, Tanabe A, Kawabe S, Hayashi M, Yuguchi H, Yamashita Y, Okuda K, 
Ohmichi M. Dienogest increases the progesterone receptor isoform B/A ratio in 
patients with ovarian endometriosis. J Ovarian Res., 2012, 5(1):31. 
 
Hirata T, Osuga Y, Hirota Y, Koga K, Yoshino O, Harada M, Morimoto C, Yano 
T, Nishii O, Tsutsumi O, Taketani Y. Evidence for the presence of toll-like 
receptor 4 system in the human endometrium. J Clin Endocrinol Metab., 2005, 
90(1):548-56. 
 
Horie S, Harada T, Mitsunari M, Taniguchi F, Iwabe T, Terakawa N. 
Progesterone and progestational compounds attenuate tumor necrosis factor 
alpha-induced interleukin-8 production via nuclear factor kappa B inactivation in 
endometriotic stromal cells. Fertil Steril., 2005, 83(5):1530-5. 
 
Howard FM. Endometriosis and mechanisms of pelvic pain. J Minim Invasive 
Gynecol., 2009, 16(5):540-50. 
 
Jacobsen BM, Horwitz KB., Progesterone receptors, their isoforms and 
progesterone regulated transcription. Mol Cell Endocrinol., 2012, 
357(1-2):18-29. 
 
Kalkhoven E, Wissink S, van der Saag PT, van der Burg B. Negative interaction 
  108 
between the RelA(p65) subunit of NF-kappaB and the progesterone receptor. J 
Biol Chem., 1996, 271(11):6217-24. 
 
Kawai T, Akira S. Signaling to NF-kappaB by Toll-like receptors. Trends Mol 
Med., 2007, 13(11):460-9.  
 
Khan KN, Kitajima M, Hiraki K, Yamaguchi N, Katamine S, Matsuyama T, 
Nakashima M, Fujishita A, Ishimaru T, Masuzaki H. Escherichia coli 
contamination of menstrual blood and effect of bacterial endotoxin on 
endometriosis. Fertil Steril., 2010, 94(7):2860-3.e1-3. 
 
Khan KN, Kitajima M, Imamura T, Hiraki K, Fujishita A, Sekine I, Ishimaru T, 
Masuzaki H. Toll-like receptor 4-mediated growth of endometriosis by human 
heat-shock protein 70. Hum Reprod., 2008, 23(10):2210-9. 
 
Kitawaki J, Kado N, Ishihara H, Koshiba H, Kitaoka Y, Honjo H. Endometriosis: 
the pathophysiology as an estrogen-dependent disease. J Steroid Biochem Mol 
Biol., 2002, 83(1-5):149-55. 
 
Kokkola R, Sundberg E, Ulfgren AK, Palmblad K, Li J, Wang H, Ulloa L, Yang 
H, Yan XJ, Furie R, Chiorazzi N, Tracey KJ, Andersson U, Harris HE. High 
mobility group box chromosomal protein 1: a novel proinflammatory mediator in 
synovitis. Arthritis Rheum., 2002, 46(10):2598-603. 
 
Kyo S, Nakamura M, Kiyono T, Maida Y, Kanaya T, Tanaka M, Yatabe N, Inoue 
  109 
M. Successful immortalization of endometrial glandular cells with normal 
structural and functional characteristics. Am J Pathol., 2003, 163(6):2259-69. 
 
Li H, He Y, Zhang J, Sun S, Sun B. Lipopolysaccharide regulates toll-like 
receptor 4 expression in human aortic smooth muscle cells. Cell Biol Int., 2007, 
31(8):831-5. 
 
Möbus V, Gerharz CD, Mitze M, Moll R, Pollow K, Kother T, Knapstein PG, 
Kreienberg R. Establishment and characterization of six new human endometrial 
adenocarcinoma cell lines. Gynecol Oncol., 1993, 48(3):370-83. 
 
Momoeda M, Harada T, Terakawa N, Aso T, Fukunaga M, Hagino H, Taketani Y. 
Long-term use of dienogest for the treatment of endometriosis. J Obstet 
Gynaecol Res., 2009, 35(6):1069-76. 
 
Nath S, Devi GR. Three-dimensional culture systems in cancer research: Focus 
on tumor spheroid model. Pharmacol Ther., 2016, 163:94-108. 
 
Oettel M, Bervoas-Martin S, Elger W, Golbs S, Hobe G, Kaufmann G, et al. A 
19-norprogestin without a 17 -ethinyl group I: dienogest from a pharmacokinetic 
point of view. Drugs Today, 1995, 31(7):499–516. 
 
Okada H, Okamoto R, Tsuzuki T, Tsuji S, Yasuda K, Kanzaki H. Progestins 
inhibit estradiol-induced vascular endothelial growth factor and stromal 
cell-derived factor 1 in human endometrial stromal cells. Fertil Steril., 2011, 
  110 
96(3):786-91.  
 
Park JS, Gamboni-Robertson F, He Q, Svetkauskaite D, Kim JY, Strassheim D, 
Sohn JW, Yamada S, Maruyama I, Banerjee A, Ishizaka A, Abraham E. High 
mobility group box 1 protein interacts with multiple Toll-like receptors. Am J 
Physiol Cell Physiol., 2006, 290(3):C917-24. 
 
Pezet S, McMahon SB. Neurotrophins: mediators and modulators of pain. Annu 
Rev Neurosci., 2006, 29:507-38. 
 
Qin YH, Dai SM, Tang GS, Zhang J, Ren D, Wang ZW, Shen Q. HMGB1 
enhances the proinflammatory activity of lipopolysaccharide by promoting the 
phosphorylation of MAPK p38 through receptor for advanced glycation end 
products. J Immunol., 2009, 183(10):6244-50. 
 
Raible MD. Pathophysiology and treatment of endometriosis. Am J Hosp Pharm., 
1981, 38(11):1696-701. 
 
Sampson JA. Peritoneal endometriosis due to the menstrual dissemination of 
endometrial tissue into the peritoneal cavity. Am J Obstet Gynecol., 1927, 
14(4):422-69. 
 
Sasagawa S, Shimizu Y, Kami H, Takeuchi T, Mita S, Imada K, Kato S, 
Mizuguchi K. Dienogest is a selective progesterone receptor agonist in 
transactivation analysis with potent oral endometrial activity due to its efficient 
  111 
pharmacokinetic profile. Steroids., 2008, 73(2):222-31.  
 
Scuri M, Samsell L, Piedimonte G. The role of neurotrophins in inflammation 
and allergy. Inflamm Allergy Drug Targets., 2010, 9(3):173-80. 
 
Seidel MF, Herguijuela M, Forkert R, Otten U. Nerve growth factor in rheumatic 
diseases. Semin Arthritis Rheum., 2010, 40(2):109-26. 
 
Shi Z, Arai KY, Jin W, Weng Q, Watanabe G, Suzuki AK, Taya K. Expression of 
nerve growth factor and its receptors NTRK1 and TNFRSF1B is regulated by 
estrogen and progesterone in the uteri of golden hamsters. Biol Reprod., 2006, 
74(5):850-6. 
 
Shimizu Y, Mita S, Takeuchi T, Notsu T, Mizuguchi K, Kyo S. Dienogest, a 
synthetic progestin, inhibits prostaglandin E2 production and aromatase 
expression by human endometrial epithelial cells in a spheroid culture system. 
Steroids., 2011, 76(1-2):60-7. 
 
Shimizu Y, Takeuchi T, Mita S, Mizuguchi K, Kiyono T, Inoue M, Kyo S. 
Dienogest, a synthetic progestin, inhibits the proliferation of immortalized 
human endometrial epithelial cells with suppression of cyclin D1 gene 
expression. Mol Hum Reprod., 2009, 15(10):693-701. 
 
Sitruk-Ware R, El-Etr M. Progesterone and related progestins: potential new 
health benefits. Climacteric., 2013, Suppl 1:69-78. 
  112 
Su L, Sun Y, Ma F, Lü P, Huang H, Zhou J., Progesterone inhibits Toll-like 
receptor 4-mediated innate immune response in macrophages by suppressing 
NF-kappaB activation and enhancing SOCS1 expression. Immunol Lett., 2009, 
125(2):151-5. 
 
Takeuchi A, Koga K, Miyashita M, Makabe T, Sue F, Harada M, Hirata T, Hirota 
Y, Fujii T, Osuga Y. Dienogest reduces proliferation, NGF expression and nerve 
fiber density in human adenomyosis. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol., 2016, 
207:157-161. 
 
Tan H, Yi L, Rote NS, Hurd WW, Mesiano S. Progesterone receptor-A and -B 
have opposite effects on proinflammatory gene expression in human myometrial 
cells: implications for progesterone actions in human pregnancy and parturition. 
J Clin Endocrinol Metab., 2012, 97(5):E719-30. 
 
Tokushige N, Markham R, Russell P, Fraser IS. Effect of progestogens and 
combined oral contraceptives on nerve fibers in peritoneal endometriosis. Fertil 
Steril., 2009, 92(4):1234-9. 
 
Tokushige N, Markham R, Russell P, Fraser IS. Effects of hormonal treatment on 
nerve fibers in endometrium and myometrium in women with endometriosis. 
Fertil Steril., 2008, 90(5):1589-98. 
 
Tokushige N, Markham R, Russell P, Fraser IS. Nerve fibres in peritoneal 
endometriosis. Hum Reprod., 2006, 21(11):3001-7.  
  113 
Triolo O, Laganà AS, Sturlese E. Chronic pelvic pain in endometriosis: an 
overview. J Clin Med Res., 2013, 5(3):153-63. 
 
Varilek GW, Neil GA, Bishop WP, Lin J, Pantazis NJ. Nerve growth factor 
synthesis by intestinal epithelial cells. Am J Physiol., 1995, 269(3 Pt 
1):G445-52. 
 
Vegeto E, Shahbaz MM, Wen DX, Goldman ME, O'Malley BW, McDonnell DP. 
Human progesterone receptor A form is a cell- and promoter-specific repressor 
of human progesterone receptor B function. Mol Endocrinol., 1993, 
7(10):1244-55. 
 
Wu SP, DeMayo FJ., Progesterone Receptor Signaling in Uterine Myometrial 
Physiology and Preterm Birth. Curr Top Dev Biol., 2017, 125:171-90. 
 
Yamanaka A, Kimura F, Takebayashi A, Kita N, Takahashi K, Murakami T. 
Primate model research for endometriosis. Tohoku J Exp Med., 2012, 
226(2):95-9. 
 
Yamanaka K, Xu B, Suganuma I, Kusuki I, Mita S, Shimizu Y, Mizuguchi K, 
Kitawaki J. Dienogest inhibits aromatase and cyclooxygenase-2 expression and 
prostaglandin E₂ production in human endometriotic stromal cells in spheroid 
culture. Fertil Steril., 2012, 97(2):477-82. 
 
Yun BH, Chon SJ, Choi YS, Cho S, Lee BS, Seo SK. Pathophysiology of 
  114 
Endometriosis: Role of High Mobility Group Box-1 and Toll-Like Receptor 4 
Developing Inflammation in Endometrium. PLoS One., 2016, 11(2):e0148165. 
 
Zhu Y, Wu M, Wu CY, Xia GQ., Role of progesterone in 
TLR4-MyD88-dependent signaling pathway in pre-eclampsia. J Huazhong Univ 
Sci Technolog Med Sci., 2013, 33(5):730-4. 
 
清水豊 . 子宮内膜症（4）治療における新たな試み	 1）ジエノゲスト（1）
作用機序. HORMONE FRONTIER IN GYNECOLOGY, 2012, 19(4): 29-36. 
 
日本産科婦人科学会. 子宮内膜症取扱い規約 第 2 部（治療編・診療編）. 日
本産科婦人科学会, 2010. 
 
百枝幹雄. 新しいプロゲスチン ―ジエノゲスト―. HORMONE FRONTIER 
IN GYNECOLOGY, 2007, 14(4): 341-6.  
  115 
























平成 31 年 3 月	 	 三田	 静香 
